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 定常期における SodBの機能については、定常期における SodBの発現量を増大さ
せた時の生育を調べるために、定常期での発現量が多い dps 遺伝子の上流領域を
sodB遺伝子と融合させた菌株について Competition assayを行った。その結果マン
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Aerobic organisms uses oxygen to get energy necessary for cell growth and survival, but 
some oxygen is converted into reactive oxygen species (ROS) which is highly reactive in a 
metabolism process and harmful to the organism. Organisms have some types of oxidative 
stress-resistant system. Especially, antioxidant enzymes, catalase, superoxide dismutase and 
peroxidase, are particularly important. In Escherichia coli, two catalases (KatE, KatG), three 
superoxide dismutases (SodA, SodB, SodC), and one peroxidase (AhpCF) are important for 
oxidative stress resistance. These enzymes have been biochemically characterized in detail, 
but their biological function is not completely clarified. Therefore, I studied the function of 
the above six antioxidant enzymes in cell growth and survival. 
  First, I investigated the effects of deletion mutations of the genes for these enzymes on 
cell growth and survival by Competition assay. After each of the mutant strains was mixed 
with the parental strain and incubated, I examined the change in the proportion of strains in 
the culture. When the cells were incubated for 24 hours in the presence of manganese, the 
proportion of the ahpCF deletion mutant decreased. And the proportion of the sodB deletion 
mutant decreased when the cells were incubated for 96 hours in the presence of manganese 
and iron. These results suggested that the function of AhpCF was important in the log or 
early stationary phase and that the function of SodB was important in the stationary phase. 
  Next, I investigated the effects of increased expression level of SodB on the viability in 
the stationary phase by Competition assay using the strain, in which the promoter and 
ribosome binding regions of the sodB gene was replaced with those of the dps gene. The dps 
gene is highly expressed in the stationary phase. When the cells were incubated for 96 hours 
in the presence of manganese and iron, the proportion of the strain having both the modified 
sodB gene and the similarly modified sodC gene was somewhat increased. These results 
suggested that the functions of SodB and SodC are not only important but also rate-limiting 
factors in the stationary phase under that culture condition.   
  The relationship between oxidative stress and metals such as iron and manganese has 
been reported so far. I will clarify the division of roles of the antioxidant enzymes in cell 

















(1-4) ahpCF 欠失変異株と sodB 欠失変異株を４８、７２時間培養した時の生育の解析 












































 SodA は MnSOD, SodB は FeSOD, SodC は Cu-ZnSOD とも呼ばれ、それぞれマンガン、鉄、
銅と亜鉛を補酵素に持つ。SodA, SodB は相同性が非常に高く、どちらも細胞質に存在すること
が分かっている。一方 SodC は SodA, SodB との相同性は低く、ペリプラズムに存在するが、機
能についてはまだよくわかっていない。 
 KatE, KatG はどちらも補酵素に鉄を持ち細胞質に存在するが、遺伝子発現について、katG は
過酸化水素によって誘導されること、また katE は定常期に発現が誘導されることがわかってい
る。AhpC, AhpF はアルキルヒドロペルオキシドレダクターゼをコードする二成分制御系のタン









































































 上記の 6 種類の欠失変異株の培養を、さらに７２時間続けた（計９６時間）時の生菌数を調























 これらの結果より、ahpCF 欠失変異株は増殖期において生育が低下し、sodB 欠失変異株は定
常期において生存が低下したと考えられた。 
 
(1-5) ahpCF, sodB 欠失変異株を増殖後に乾燥させた時の生育の解析 
























図１４ sodB 遺伝子の定常期での発現を増強させる株 
 
 dps 遺伝子は、定常期で多く発現すること、また発現量が多いことが知られている遺伝子で、
遺伝子産物の Dps タンパク質の機能については、DNA に結合して DNA を保護することが知ら
れている。 
 










 定常期での sodB遺伝子の発現を増強させる菌株を用いてcompetition assayにより亭上記にお
ける生存について調べたところ、鉄およびマンガン存在下、１５℃で９６時間培養した時に、






図１６ sodB 遺伝子の発現を増強させる菌株を１５℃で培養した時の生育 
 














が見られたが、katE または katG 欠失変異株では生育の低下が見られなかった。鉄またはマンガ
ンの影響については、大腸菌の野生株を培養した時に、培地に 0.5 mM のマンガンを添加すると










結果、すなわち katE, katG 二重欠失変異株では AhpC が過酸化水素の分解に重要であること、
また、低いレベルでの過酸化水素存在下では KatE, KatG は主要な過酸化水素分解酵素としては
機能しないこと[6]とも矛盾しない。 
 
 また本研究の結果より、鉄およびマンガンを添加した培地で培養した時に、定常期で sodB 遺








する結果が得られた。sodB または sodC のどちらか一方の遺伝子の発現量を増強させる株では、













ンを添加した場合、もともと SodB または SodC の機能が生存に関して制限要因でない時には、
sodB, sodC 遺伝子の発現量を増強させる株では定常期の生存に改善が見られたことの説明が難
しい（図１８）。この条件では SodB または SodC の機能が生存に関して制限要因であるならば
説明が可能である。逆に考えると、鉄およびマンガンを添加しない場合を考えると、少なくとも



































MG1655 lac Km 研究室ストック 
















LB 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Yeast extract (Becton Dickinson) 5g 
Trypton (Becton Dickinson) 10g 
NaCl    10g 
10N NaCl   200µL 
 
Antibiotic Medium 3 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Antibiotic Medium3 (Difco) 17.5g 
Agar (岩井科学)   10g 
 
以下は親株と欠失変異株の混合菌液 72μL に対しオートクレーブ後添加した。 
10mM FeSO4    8µL 
1mM MnCl2    8µL 
10mM FeSO4-5mM MnCl2   8µL 
 
抗生物質耐性遺伝子を用いた耐性菌の選択には以下の濃度の抗生物質を用いた。 
クロラムフェニコール   17 µg/mL 
アンピシリン   25 µg/mL 
ストレプトマイシン  50µg/mL 























方を加えた培地でそれぞれ培養を行った。鉄のみの培地には FeSO41mM を 8µL, マンガンのみ
の培地には MnCl2 0.1mM を 8µL, 鉄およびマンガンの培地には FeSO4 1mM と MnCl2 0.5mM









度で４８時間および９６時間乾燥させた。乾燥後精製水 40µL を加え懸濁し、1/50 ずつ 3 回希
釈後それぞれの濃度で 3µL ずつスポットし培養した。 
１５℃、４℃での生育については、金属培地に希釈・添加後それぞれ１５℃、４℃で９６時間培






[1] Fridovich, I. (1978). The biology of oxigen radicals. Science. 1978 Sep 8;201(4359):875-80. 
[2] Fridovich, I. (1978). Superoxide dismutases: defence against endogenous superoxide radical. 
Ciba Found Symp. 1978 Jun 6-8;(65):77-93. 
[3] Uhl L, Dukan S. (2016). Hydrogen Peroxide Induced Cell Death: 
The Major Defences Relative Roles and Consequences in E. coli. PLoS One. 2016 Aug 
5;11(8):e0159706. doi: 10.1371/journal.pone.0159706. eCollection 2016. 
[4] Martinez-Finley EJ, Gavin CE, Aschner M, Gunter TE. (2013). Manganese neurotoxicity and 
the role of reactive oxygen species. Free Radic Biol Med. 2013 Sep;62:65-75.  
[5] Finkel SE. (2006). Long-term survival during stationary phase: evolution and the GASP 
phenotype. Nat Rev Microbiol. 2006 Feb;4(2):113-20. 
[6] Seaver LC, Imlay JA. (2001). Alkyl hydroperoxide reductase is the primary scavenger of 
endogenous hydrogen peroxide in Escherichia coli. J Bacteriol. 2001 Dec;183(24):7173-81. 
[7]R. Lopez-Rojas, J. Dominguez-Herrera, M.J.McConnell, F. Docobo-Perez, Y. Smani, M.Fernandez-Re
yes, et al.  (2011). Impaired virulence and in vivo fitness of colistin-resistant Acinetobacter baumannii. J 
Infect Dis, 203 (February(4)) (2011), pp. 545-548 
[8]Halliwell,B.; Gutteridge, J.M.C. (1988). Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford 
University Press. 1998, 888p 
[9] Martinez-Finley EJ, Gavin CE, Aschner M, Gunter TE. (2013). Manganese Neurotoxicity 








理工学研究科 生命科学専攻 分子遺伝学研究室の加藤潤一 教授に多大なる感謝を申し上げます。
先生の協力なしには成し得なかった研究です。深く御礼を申し上げます。 
また、幾度とない相談にも快く乗って下さり、アドバイスを賜ったイリノイ大学 分子・細胞生
物学研究科 微生物学専攻 (Department of Microbiology, University of Illinois at Urbana-Champaign)
の岩館佑未さんにも厚く御礼を申し上げ、この場を借りて感謝の意を表します。 
